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液 をQIAGEN社キットQIAamp RNA H00d
Min キットを用いて総RNAを抽出した.RT PCR
には, Amersham tt Ready To Go RT―PCR Beads
を使用した.RT反応はPCR Thermal cycler Ta
造血器腫瘍におけるmultiplex reverse transcription
pOlymerase chain reaction法の有用性
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1)  同   血液内科
要旨 :世界保健機構 (Wond Health OrganizatiOn i WHO)分類で提唱されている急性白血
病の自血病特異的な遺伝子学的なサブグループを同定する目的で,multiplex reverse tran
scHption polymerase chain reacJ011(mul」plex RT I)CR)法を用いて検討した。急性白
血病 16/25例と慢性骨髄性白血病の9/9例では,自血病特異的な再構成をmultiplex RT‐
PCR法で確認し,この結果は染色体核型の結果とも関連していた。急性骨髄性白血病の中で
もFrench Amencan BHJsh(FAB)分類一M2t(8;21),M3,M4EOは形態所見 と染色体
核型および遺伝子所見が完全に一致 した.遺伝子学的な解析により,染色体分析で不明確で
あった異常が明らか となり,残存自l触病の検索においても不可欠な情報を得る事ができた。
Key words:p01ylnerase chain reaction(PCR),去, multiplex reverse transcription―PCR
(multiplex RT I)CR)法,急性白血病,慢性骨髄性白血病,悪性 リンパ腫 ,
cyclin D l
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KaRaを使 用 し,42°C30分,95°C5分反応 させ
cDNAを得た。白血病のmu■iplex RT‐PCR法の
PCR条件 お よびprimerの設計 は,Pallisgaard
ら1),Kimら3)の方法 に準 じて行 なった。Nested







検索は,COULTER EPICS XLを用いてCD 45
gaing法にて分析を行なった。特に悪性リンパ腫に
おいては, CD 5, CD 10, CD 19, CD 20の発現を,
急性 リンパ性 白血病 においてはCD 10,CD 25,


























の切断部位に応 じて,MLL ex6:321 bp,ex 7:







5 GCCCCA鴬(〕TAC(ヽへGGAGTC-3.   ′ヽ Ll
5 CCATCn3C()n3ACATCCGTG-3     BCRl
2nd Prirrler
5'GT 「(yrccACACT('TTCヽ(rG-3    ABL2




dl4nosls 4e (s, : mple multlplex RT PCR
ANL/M2    41(D:BM
AML/M2    70(M):BM
AML/M2    53(M)IBM
ハML/M8    77(M):BM
AML/M3    58(M):BM
ハκL/M4   45(D:BM
ANIL/M5b   69(D:BM
AML/M5b   88(NO:BM
PML/RAR
46,Жt(821)022:q22)5/20 cen
46 XX t(15:17)(q22:q12) 17/20c‐11
46,XY,t(1,17)(q22,12)20/20 cen
t6,PF,t(317)(p21025)t(1517)(q22:011～21) 5/20
46,XY t115:161  20/20 ceu:先天Ft核型
46,XY lnv(10(p13q22)20/20∝H
“





ins(12;?),+13,+19,+21■21  2/20 cell
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表2 ALLおよびCML症例におけるmullpttx RT‐PCR法と形態所見,染色体核型,表面形質との対比












ALL Ll     ll(F):BM
ALL L1      3(m:BM
T¬唖       33(m IBM
皿 ―L2     37(NO:BM
AIL Ll     ll(M):BM
俎L曖   58(Ml:BM
ALL L2     10(M):BM
ALL拿〈CD7+) 69(Ю:BM
CML―BC拿。   29〈Ю IBM
CML―BCt■   64(D:BM
CML     49(D:BM
CN4L      51(M)iBM
CML      57(Fl:BM
CML      60(F):BM
CML      65(M):BM
CML      48(M)IBM











54 XY+4+10+12+17+18+19+21■21  2/5"ll












M BCR b3a2 46,rr●(,2'(q“; lD 5/20 cen
“
,ldem.der(21)t(121)021:q22)9ノ0 ceu
M―BCR    46,XX,t(1:9:22)lp32:q34;qll)  20/20 cell
M BCRl禦46調Fa,20(q34:ql D  20/20∝H
M BCR b2a9 46.い′ば92'(q34:ql D  18/20∝H
M BCR   46,XX,ば920(q34:010  20/20 cen
M―BCR    
“
,XX,t(9:22)(q34:qll)   6/20 cen
M BCR″ 46 XY t(,22)(q“:qll) 20/20 cn
M―BCR b2″ 46,pF,t(922)(q34:qll)  19/20 ∝」
M―BCR b&2 46,XY,t(9:22)(q34:qll)   10/20 cell
*:POX(+)芽球は23%で,表面形質はmyeloidおよ』ymphoid markerが陽性でさらにCD7(+)であった
**:CML BC(しmphOld BC), ■:聰ЭR―ジ8544,NAD:no abnormaniけdetected, S:M―BCR,m―bcrのみ検索しともに陰性
R2AI MLL/´
『
lp       t(1;11)(q23:p13)
R2B:MLL/J17     
“
11:1つ02aq21)
υC MLLex5 9/r10  く1●lo 012q20
R2DN]」しex6 9/J10   t(101D012q20
R2EI ML ex6-9/AF10    t(10:11)(p12:q23)
Rtt MLLex6 9/ハF4   t“:lD●21,20
R5BI MLLex6 9/EヽL    t(11,19)(q23,p133)
R5Ci卜■■c(6-9/AF9     イ ;,2,●22o2の
R5D MLLcx6 9′A用  
“
911)022q29




















t(17:19)(q23,p13)図2 Mulutiplex RT PCR法の実際1.MLL遺伝子
を同定し得た症例 (case 12)
bpに特異なバンド位置が出現する1).本例の場合は,
200 bp前後にバンドがあり,MLLのex 7/AF9 t
(9:11)(p22;q23)と同定された。





FCMではT細胞 性 マーカーが陽性 で,さらに
CD4+CD 8+分画の存在もあり,形態学的所見と表
面形質からT‐ALLと診断された。multiplex RT‐
図3 Mulutipttx RT‐PCR法の実際2.TAL 1/S:L













































たが,multiplex RT PCR法で はMLL ex6/
AF 10(MLLex6と10番染色体との転座)を示唆
する所見であつた。また,染色体分析では正常核型



























を競合RT PCR法で検索しcydin D lの過剰発現
の有無を検討した。図5は,CD 5+CD 19+分画が
CD 20の8割以上を占める症例の競合RT PCR法






















M―BCR nested RT―PCR case 28
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Dlの過剰発現が観察されるが,病理診断はdiffuse
mediam B ceH lymphOma:DNIBLとFoHicular
lymphOma:FLであった.






図 6  Cyclin D i Competitive‐PCR
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* :MLL(1,q23)′AFX(Xq13)、 MLL(1lq23)′AFlq(lq21) MLL(1lq23)′AFlp(lpセ)、 MLL(1lq23)′AF4(4q21)MLL(1lq23)′AF6 16q2η
MLL(1lq23)′AF9 1ep22)MLL(11●23)′AF 0(lop'2)MLL(1lq23)′M L(1lq23) MヒL(1lq23)′AF17(17q21)MLL(1lq23)′EL(19,131)MLL(1lq23)′ENL(19p133)
** SL l p341′TALl o p341 E2A●
"101′
PBXl“q231 TEL 12p131/ABL(鮮4)TEL o2p131′AML1 21q221 E2A 19P131′HLF o 7q22)
***:NPM(5q351′MLFl(3q25 x TEL o2p131′PDOFR 6qo3)DEK(6p231′CAN 19q34)、SET(9q341′CAN 19q34)TLS 16Pll)′ERG 121q22)
















































面形質ではCD 10, CD 19+, HLA‐DR十(Early B
precursor ALL)で, multiplex RT―PC 法|こよる
遺伝子検査ではMLL ex 7/AF4を示し,MLL遺伝
子の関与が示唆された症例であった。森 ら5)の報告
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Usefulness of Multiplex Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction Method for
Routine Molecular Diagnostic Hematopathology Practice
Masahiko Ohata, Kumie Ohmune, Yoshifumi Kuroyama,
Hiroyuki Fujita'r
Department of Clinical Laboratory, Shizuoka Red Cross Hospital
1 ) Department of Hematology, Shizuoka Red Cross Hospital
Abstract : The purpose is to develop a multiplex reverse transcription polymerase chain
reaction (multiplex RT-PCR) assay for detection and quantification of leukemia-specific
chimeric transcripts that identify the genetic subgroups of acute leukemias proposed by
the World Health Organization (WHO) classification. To determine the incidence of
leukemia-specific rearrangements, 16/25 cases of acute leukemia andg/9 cases of chronic
myelogenous leukemia (CML) were screened with a novel multiplex RT-PCR assay,
and the results were correlated with the cytogenetic findings. The views that a mor-
phologycal diagnosis and chromosome karyotype, cytogenetic were completely agreed
French-American-British (FAB) classification -M 2 t(8;21), M 3, M 4 Eo among acute
myeloid leukemia, and similar in CML. Cytogenetic analysis reveals a much broader
range of abnormalities, multiplex RT-PCR provides the essential information for mini-
mal residual disease studies.
Key words : polymerase chain reaction (PCR) method, multiplex reverse
transcription-PCR (multiplex RT-PCR) method, acute leukemia, chronic
myelogenous leukemia, malignant lymphoma, cyclin D 1
連絡先 :大畑雅彦 :静岡赤十字病院 検査部
〒420-0853 静岡市追手町82 TEL(054)2544311(2318) e‐mail:m Oohata@qa 2.so‐n t ne.jp
-13-―
